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VERFAHREN ZUR SPEZIFISCHEN VERVIELFALTIGUNG VON LANGEN 
NUKLEINSAUREN DURCH PCR 

Die Erfindung betrifft eine Enzymmischung bzw. deren Verwendung zur spezifischen 
VervielfSltigung von besonders langen Nukleinsauresequenzen durch die Polymerase 
Ketten Reaktion (PCR) bzw. ein Verfahren zum spezifischen Nachweis solcher Nu- 
kleinsauresequenzen in Gegenwart einer Probe, insbesondere in biologischen Flilssie- 
keiten. 

Die Vermehrung von einzel- bzw. doppelstrangigen Nukleinsauresequenzen in Gegen- 
wart bestunmter Primer und eines die Polymerisation induzierenden Agenzes, wie z B 
hitzestabile DNA-Polymerasen oder reverse Transkriptasen, finden heutzutage eine 
breite Anwendung in der Molekularbiologie, molekularen Evolution, genetischen Unter- 
suchungen, Forensik, Genom Analyse und Sequenzierung und insbesondere in der kli- 
nischen Diagnostic Das mehrere Cyclen durchlaufende Verfahren ist hinlanglich als 
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) bekannt (EP 0 200 362, EP 0 258 017 Saiki et al 
1985, Science 230:1350-1354). Die PCR-Reaktion wird fiblicherweise mil Hilfe der " 
thermophilen DNA-Polymerase aus Thermus aauaticiis sogenannter Taq-Polvmerase 
durchgeffihrt. Dieses sogenannte klassische PCR-Verfahren zeigt jedoch eine Limitation 
wenn PCR Fragmente grfifler als 3 kb vervielfaltigt werden sollen. Diese Limitation ist 
wahrscheinlich durch die die fehlerhafte Ablesung des Enzyms bei dem Polymerisa- 
tionsprozefi zurtlckzufiihren. 

Daher werden heute haufig DNA-Polymerasen wie z.B. aus Pyococcus farina soge- 
nannte Pfu-Polymerasen verwendet (Lundberg, K.S. et al., Gene 108 (1991) 1-6) Die 
Pru-Polymerase zeichnet sich durch eine zusatzliche Aktivitat und zwar eine 
intnnsische 3 I -(editing)-exonuclease-Aktivitat (proofreading activity) aus und ist so 
imstande, die Mutationsrate pro Cyclus betrSchtlich, und zwar urn den Faktor von 
ungefdhr 10, zu vermindern. Es hat sich jedoch gezeigt, daB die proofreading- 
Polymerasen bei der Vervielfaltigung von kurzen Sequenzen, d.h. bis ca. 3 kb, an ihre 
Grenzen stoflen. Eine Verbesserung in dieser Hinsicht ist von W. Barnes in Proc Natl 
Acad. Sci. USA 91 (1994), 2216-2220 bzw. WO 94/26766 beschrieben Die 
Verbesserung nach Barnes besteht in dem Einsatz einer Mischung, bestehend aus zwei 
verschiedenen DNA-Polymerasen, wobei die eine sogenannte proofreading-Aktivitat 
(wie z.B. Pfo) und die andere, im UberschuB vorliegende DNA-Polymerase keine 
proofreading-Aktivitat (wie z.B. Taq) aufweist. Dadurch wird die Amplifikation von 
langeren DNA-Sequenzen, d.h. von bis zu 35 kb an Lambda DNA und 29 9 kb an 
humaner DNA (Cheng et al (1995) PCR Methods and Applications 4:294-298), jeweils 
abhangig von den verwendeten Primern, den Cyclenbedingungen bzw. Cyclenanzahl 
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Oder sonstigen Bedingungen, eine hohere Effizienz als auch Ausbeute erzielt. Obwohl 
nun Nukleinsauresequenzen bis zu 29 kb an human genomischer DNA und 42 kb an 
Lambda DNA amplifiziert werden konnen. sind die Ausbeuten dennoch relativ niedrig. 

5 Eine Optimierung der PCR kann dariiber hinaus nach dem Stand der Technik durch die 
Reduzierung der Menge an Pyrophosphat in der Reaktionsmischung erreicht werden. 
Als Pyrophosphat-reduzierendes Agenz wurde insbesondere eine Pyrophosphatase ver- 
wendet (WO 90/121 1 1, WO 94/05797). Der Zusatz einer thermostabilen Pyrophospos- 
phatase aus Thermus aquaticus zur PCR fiihrte danach zu einer Verdopplung der Pro- 

I o duktion der PCR-Produkte im Vergleich zur PCR ohne Pyrophosphatase 

(WO 90/121 1 1). Kiselev et al. (WO 94/05797) verwendeten fiir den selben Zweck eine 
thermostabile Pyrophosphatase aus E. coli oder aus Thermus thermophilus. Wahrend 
sich jedoch die Pyrophosphatase aus E. coli als nicht ausreichend thermostabil unter 
PCR-Bedingungen envies, konnte gezeigt werden, daB bei Verwendung einer thermo- 

1 5 stabilen Pyrophosphatase aus Thermus thermophilus die effektive Amplifizierung von 
10 kb langen Lambda DNA-Fragmenten moglich war. 

Trotz der oben beschriebenen Optimierungen der PCR besteht nach wie vor ein Bediirf- 
nis, lSngere PCR-Fragmente spezifisch und in zufriedenstellenden Ausbeuten zu ampli- 
20 fizieren. 

Insbesondere lag der Erfindung die Aufgabe zugrunde, fur die spezifische Vervielfalti- 
gung von Nukleinsauresequenzen, die grfifler als 20 kb sind, Maflnahmen zur Verfugung 
zu stellen, durch die die im Stand der Technik beschriebenen Nachteile iiberwunden 
25 werden. 

Die Aufgabe wird dadurch gelost, daB eine Mischung bestehend aus einer thermosta- 
bilen DNA-Polymerase mit proofreading-Aktivitat, einer thermophilen DNA-Polyme- 
rase ohne proofreading-Aktivitat sowie einer thermostabilen Pyrophosphatase zur Ver- 

30 vielfaltigung von groBeren Nukleinsauresequenzen mittels PCR-Reaktion verwendet 
wird. Als vorteilhaft hat sich erwiesen, wenn die DNA-Polymerase ohne proofreading- 
Aktivitat dabei im OberschuB vorliegt, vorzugsweise in einer mindestens 8fach hoheren 
Konzentration als das Enzym mit proofreading-Aktivitat. Die Pyrophosphatase liegt in 
einem Verhaltnis von 0,5 - 0,1 Units zu ca. einer Unit gesamten Polymerasen-Konzen- 

35 tration vor. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung ist, wenn ein oder zwei Enzyme verwen- 
det werden, die die drei fiir die Enzymmischung erforderlichen Enzymaktivitaten auf- 
weisen. 

40 * 

FUr die proofreading-Aktivitat aufweisende Polymerase kommen beispielsweise DNA- 
Polymerasen aus Pvrococcus furiosus (Pfu), aus Pvrococcus soezies GB-D, Thermotoga 
maritima (Tma), aus Pvrococcus woesii (Pwo, DSM 3773), aus Thermococcus litoralis 
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(Tli) oder Sulfolobus solfataricus (Sso) in Betracht. Filr das Enzym ohne proofreading- 
Aktivitat haben sich Taq DNA-Polymerase oder entsprechende Analoge wie Klentaq I 
(N-terminal verkiirztes Enzym), das Klenowfragment der DNA-Polymerase I aus L 
aquaticus (DSM 625) oder andere Polymerasen aus Thermus species (Tth, Tfl, Tfi. Tbr) 

5 als geeignet erwiesen. Fur die Pyrophosphatase (PPase) kommen beispielsweise Enzyme 
aus Thermus thermophilus (TAh, DSM 579), oder anderen Thermus- Arten wie T. aquati- 
cus sowie Enzyme aus thermophilen Archaebacterien wie Sulfolobus acidocaltarius oder 
Thermoolasma acidoohilum in Betracht. Erfindungsgem&B bevorzugt ist eine Mischung 
von Pwo und Taq im Verhaltnis von ca. 1 : 10 und ein Verhaltnis dieser Mischung zu 

10 PPase (Thermus thermophilus) von ca. 3,5 : 1 . 

Die Enzymmischung der Erfindung kann neben der Vervielfaltigung langer Fragmente 
auch vorteilhaft zur Markierung von langen DNA-Fragmenten mit modifizierten Nu- 
kleotiden eingesetzt werden. Lange Fragmente bedeuten insbesondere Nukleinsaurese- 
1 5 quenzen, die 20 kb oder mehr aufweisen. In bestimmten Fallen konnte mit der erfin- 
dungsgemafien Mischung eine spezifische Amplifikation mit guter Ausbeute fiir DNA- 
Fragmente bis zu ca. 50 kb erzielt werden. 

PCR Methoden die erlauben wiirden langere PCR Produkte mit groflerer Effizienz zu 
20 amplifizieren, wiirden Genom Mapping und Sequenzierung, sowie die Klonierung und 
Mutagenese von groBen Sequenzbereichen sowie die Diagnostik von Deletionen er- 
leichtern. 

Dariiber hinaus hangen die optimalen Reaktionsbedingungen, wie Inkubationszeit, Tem- 
25 peratur, Pufferbedinungen, die Magnesium (Mg 2 "*>Konzentration bzw. die Konzentra- 
tion der Enzymmischung vom jeweils verwendeten Template/Primer-Paar ab und sollte 
jeweils individuell bestimmt werden. Entsprechende Vorversuche gehoren zu den fur 
den Fachmann iiblichen MaBnahmen. 

30 Darauf aufbauend hat sich nun iiberraschenderweise ergeben. daB eine Mischung, die 
eine Gesamt-Enzymkonzentration im Bereich von 0,5 - 5 U/Testansatz aufweist, vor- 
zugsweise haben sich ungefdhr 2,5 U/Testansatz als optimal erwiesen. Fiir den Test- 
ansatz werden iiblicherweise 50 \x\ verwendet. 

35 Als optimale Mg 2+ -Konzentration hat sich in den meisten Fallen ein Bereich von 0,5 - 
5 mM, vorzugsweise ca. 1,5 - 3,0 mM, erwiesen. In der Regel wird MgCh verwendet; 
die iibliche Konzentration betragt ca. 2,35 mM. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung ist eine Enzymmischung, bestehend aus 
40 einer thermostabilen DNA-Polymerase mit proofreading-Aktivitat, einer thermophilen 
DNA-Polymerase ohne proofreading-Aktivitat sowie einer thermostabilen Pyrophos- 
phatase und Zusatz einer speziellen Reaktionspuffer-Salz-Mischung. 
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Als Reaktionspuffer-Salz-Mischung envies sich eine Pufferlosung auf Basis von Tri- 
cine-Ammoniak und weiterer Salze als vorteilhaft. ErfindungsgemaB hat sich insbe- 
sondere eine Konzentration der Pufferkomponente im Bereich von ca. 5-100 mM, 
vorzugsweise von ca. 50 mM. sowie die Anwesenheit bestimmter Salze als vorteilhaft 
5 erwiesen. Als Salz hat sich Ammoniumsulfat und zwar in einer Konzentration von ca. 5 
- 25 mM ? bevorzugt von 7,5-10 mM als besonders vorteilhaft erwiesen. Der pH-Wert 
fur die Amplifikation liegt erfindungsgemaB bei ca. 8,8 - 9.2, bevorzugt bei ca. 9,0. 

Die Verwendung von DMSO als weiteres Additiv in einem Konzentrationsbereich bis 
10 zu ca. 10%, bevorzugt 2 - 4% hat sich als weiterer Vorteil erwiesen. Dariiber hinaus 
kann die PCR-Reaktion erfindungsgemaB durch den Zusatz weiterer Substanzen wie 
beispielsweise Rinderserumalbumin in einer Konzentration von bis zu ca. 100 ng/ml, 
SH-Reagenzien wie Dithiothreitol oder beta- Mercaptoethanol ublicherweise in einem 
Konzentrationsbereich von 1,0 bis 80 mM, vorzugsweise 50 mM, oder ein Detergenz 
1 5 wie beispielsweise Tween 20 oder Nonidet NP40 in einem Konzentrationsbereich von 
0,01 bis 5,0%, vorzugsweise ca. 0,05 - 0,5%, Spermidin oder Glycerin in ublichen 
Konzentrationen weiter verbessert werden. 

Es hat sich dariiber hinaus gezeigt, daB die oben beschriebene Reaktionspuffer-Salz-Mi- 
20 schung, die einen Tricine-Ammoniak-PufFer mit einer Konzentration von ca. 50 mM, 
Ammoniumsulfat mit einer Konzentration von 7,5-25 mM, 2 - 4% DMSO, 0,1% 
TWEEN 20 und Mercaptoethanol mit einer Konzentration von ca. 10 mM aufweist, sich 
nicht nur filr solche PCR-Reaktionen als Reaktionsgemisch eignet, die mit der erfin- 
dungsgemafien Enzymmischung, sondern mit anderen bekannten MaBnahmen durchge- 
25 flihrt werden. Dies ist den Abbildungen 2 und 5 zu entnehmen. 

Fur die erfmdungsgemaBe Amplifikation von langen Fragmented hat sich insbesondere 
eine Temperatur fur den Verlangerungsschritt von ca. 66 - 70°C, vorzugsweise von 
68°C als vorteilhaft erwiesen. Die Elongationszeit betrSgt zwischen ca. 10 und 35 
30 Minuten, und hangt stark von der Lange des zu amplifizierenden Fragments ab. Fur 
DNA-Fragmente von 30 kb haben sich hier insbesondere 20 Minuten, filr Fragmente 
von ca. 40 kb ca. 27 Minuten und filr DNA-Fragmente in der GrOflenordnung von 50 kb 
ca. 35 Minuten, als vorteilhaft erwiesen. Die Elongationszeit sollte nach dem 10. Zyklus 
urn jeweils 5 - 20 Sekunden pro Zyklus verlSngert werden. 

35 

Fur die Denaturierung wahrend der Zyklen hat sich insbesondere eine Temperatur von 
ca. 92 - 94°C bewahrt, vorzugsweise 92°C; die Denaturierungszeit sollte ca. 10 Se- 
kunden betragen. Dariiber hinaus hat sich die Verwendung von ultradunnen Reagier- 
gefeflen mit einem Volumen von ca. 0,2 ml als besonders vorteilhaft erwiesen. 
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Ein fUr die Nukleinsaure-Amplifikation verwendetes Reagenz besteht im wesentlichen 
aus zwei Einzelmischungen. Die erste Mischung enthalt die jeweilige Template-DNA, 
wie z.B. genomische DNA oder rekombinante DNA (z.B. Cosmide) in einem Konzen- 
trationsbereich von ca. 1 bis 500 ng/Ansatz mit sogenannten upstream- und down- 
5 stream-Primern (vorzugsweise je ca. 300 nM) und samtliche fur die DNA-Kettenver- 
langerung erforderlichen Nukleotide (Nukleotidtriphosphate), wie dATP. dCTP, dGTP 
und dTTP. FUr die einzeinen Nukleotide hat sich in der Regel eine Konzentration von 
jeweils 200 - 600 uM; bevorzugt 500 uM, als besonders geeignet erwiesen. 

1 0 Die zweite Mischung enthfilt im wesentlichen den fur die PCR-Reaktion erforderlichen 
Puffer und die erfindungsgemafie Enzymmischung in einer entsprechend hoher konzen- 
trierten Form, so dafl sich nach Vermischung mit der ersten Mischung die erfindungsge- 
maflen Konzentrationen ergeben. Far die Amplification von langen Fragmenten haben 
sich Reaktionsansatze von 10 bis 100 ul, vorzugsweise 50 ul als vorteilhaft erwiesen. 

1 5 Nach Zusammenmischung der Einzelmischungen wird die Probe in ein entsprechendes 
Thermocycler-Gerat eingebracht und zunachst zur Trennung des Doppelstranges des 
jeweiligen DNA-Fragments denaturiert (bei 92°C, 2 Minuten). Daran schlieBen sich die 
einzeinen Cyclen der PCR. 
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Abkii rzu ngsverzei c h n is 





AS 


Ammoniumsulfat 




bp 


Basenpaare 


5 


C 


Celsius 




dATP 


2'-Desoxy-adenin-5'-triphosphat 

* 




dCTP 


2'-Desoxy-cytidin-5 '-triphosphat 




dGTP 


2-Desoxy-guanin-5'-triphosphat 




dNTP 


2'-Desoxy-nukleosid-5-triphosphat 


10 


DTT 


1,4-Dithiothreit 




dTTP 


2'-Desoxy-thymidin-5 '-triphosphat 




DMSO 


Dimethylsulfoxid 




EDTA 


(Ethylendinitrilo)tetraessigsaure 




HC1 


Salzsaure 


15 


kb 


Kilobasen 




KC1 


Kaliumchlorid 




Min. 


Minute 




mM 


milimolar 




HM 


mykromolar 


20 


ng 


Nanogramm 




(NH4) 2 S0 4 


Ammoniumsulfat 




NH 3 


Ammoniak 




PCR 


Polymerase Ketten Reaktion 




Pwo 


DNA Polymerase aus Pyrococcus woesii 


25 


Sek. 


Sekunde 




Taq 


DNA Polymerase aus Thermus aquaticus 




Tth 


DNA Polymerase aus Thermus thermophilus 




tPA 


tissue Plasminogen Activator 




Tricine 


N-[Tris-(hydroxymethyl)-methyl]-glycin 


30 


Tris 


2- Amino-2(hydroxymethyl)- 1 ,3 -propandiol 




U 


Unit (Enzymeinheit) 
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Primerverzeichnis 



SEQ ID NO: 1 

5 tPA Primer 1 : 5'-CCT TCA CTG TCT GCC TAA CTC CTT CGT GTG TTC 

C-3' 

SEQ ID N0:2 

tPA-Primer 2: 5'-TGT CTC CAG CAC ACA GCA TGT TGT CGG TGA C-3' 

10 

SEQ ID NO:3 

tPA-Primer 3 : 5'-CAA AGT CAT GCG GCC ATC GTT CAG ACA CAC C-3" 

SEQ ID NO:4 

1 5 Beta-Globin Primer 1 : 5'-CAC AAG GGC TAC TGG TTG GCG ATT-3' 
SEQ ID NO:5 

Beta-Globin Primer 2: 5'-AGC TTC CCA ACG TGA TCG CCT T-3' 

20 SEQ ID NO:6 

Beta-Globin Primer 3 : 5'-CAC TTG TTT AGG CCT TAG CGG GCT-3' 

SEQ ID NO:7 

Beta-Globin Primer 4: 5-TGC TGC TCT GTG CAT CCG AGT G-3' 

25 

SEQIDNO:8 

Beta-Globin Primer 5: 5'-TGA GAC TTT TGT CCC AGC AGG TGT-3' 
SEQ ID NO:9: 

30 Beta-Globin Primer 6: 5'-CCT TCA CCA TGT CCC TGC AAA GAC-3' 
SEQ ID NO 10: 

Lambda Primer 1 : 5'-CTG ATG AGT TCG TGT CCG TAC AAC TGG CGT AAT 

C-3' 

35 

SEQ ID NO 11: 

Lambda Primer 2 : 5'-GTG CAC CAT GCA ACA TGA ATA ACA GTG GGT 

TAT C-3* 

SEQ ID NO 12: 

40 Lambda Primer 3 : 5'-GAA ACC ATG CAG GAG ATT AAC ACT CTG CTG 

ATC G-3' 



WO 97/37038 



8 



PCT/EP97/01494 



UmbTa Primed: 5'-GAA ACT TAT CGC TAG TCA GTG GCC TGA AGA 

GAC Go 

5 SEOIDN0 14: 

' Lambda Primer 5: 5'-ATT ATG TCG GTG ATA CTT CGT CGC TGT CTC-3' 
Sbda Primcr6: 5'-TAA TGC AAA CTA CGC GCC CTC GTA TCA CAT-3 
LaSbTa^rime^: 5'-CGG TTT AAG GCG TTT CCG TTC TTC TTC GTC-3' 



10 



,5 fpTprim^!^ 5'-CCT TCA CTG TCT GCC TAA CTC CTT CGT GTG TTC 

C-3' 

fp E A Prim N e?5: 8: 5"-ACT GTG CTT CCT GAC CCA TGG GAG AAG CGC CTT 

20 
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Legenden zu den Abbildungen: 



Abbi Idung 1 

Amplification von 23 kb (Spur 2), 24 kb (Spur 3), 27 kb (Spur 4). 28.3 kb (Spur 5), 
29.9 kb (Spur 6), 3 1 kb (Spur 7) und 35 kb (Spur 8) Fragmenten aus humaner, 
genomischer DNA mit Taq/Pwo/PPase-Enzymmischung (erfmdungsgemafl). 



10 



15 



20 



Abbildung 2 

Amplification eines 28,3 kb Fragments aus dem humanen beta-GIobin Gen mit Taq/ 
Pwo-Mischung ohne PPase (Stand der Technik, Spur 3) und Taq/ Pwo/PPase Mischung 
(erfindungsgem£B, Spur 4) mit Tris Puffer (Stand der Technik. Spur 5) und Tricine- 
NH3-Puffer (erfindungsgemafi, Spur 6). 

Die Enzymmischung mit PPase zeigt bei jeder Pufferbedingung deutlich mehr PCR- 
Produkt als die Enzymmischung ohne PPase. Eine weiter verbesserte Produktausbeute 
wird in Kombination der Enzymmischung mit PPase mit einem Tricine- NFh-Puffer er- 
zielt. 



25 



Abbildung 3 

Amplification von 20 kb, 25 kb ? 30 kb, 35 kb, 40 kb und 47 kb aus Lambda DNA mit 
Taq/Pwo/PPase-Enzymmischung (erfindungsgemafl). 



30 Abbildung 4 

Amplifikation von 20 kb, 25 kb, 30 kb, 35, kb und 40 kb Fragmenten aus Lambda DNA 
mit Taq/Pwo-Mischung ohne PPase und Tris-HCl-Puffer (Stand der Technik) und Taq/ 
Pwo/PPase Mischung und Tricine-NH3-Puffer (erfindungsgemafl) unter Verwendung 
35 von limitierender Menge an Lambda DNA. Dabei bedeuten: 



40 



Spur 3 20 kb Fragment mit Taq/Pwo-Mischung ohne PPase- und Tris-HCl-Puffer 
Spur 5 25 kb Fragment mit Taq/Pwo-Mischung ohne PPase- und Tris-HCl-Puffer 
Spur 7 30 kb Fragment mit Taq/Pwo-Mischung ohne PPase- und Tris-HCl-Puffer 
Spur 9 35 kb Fragment mit Taq/Pwo-Mischung ohne PPase- und Tris-HCl-Puffer 
Spur 11 40 kb Fragment mit Taq/Pwo-Mischung ohne PPase- und Tris-HCl-Puffer 
Spur 4 20 kb Fragment mit Taq/Pwo-PPase-Mischung und Tricine-Ammoniak- 
Puffer 
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Spur 6 25 kb Fragment mit Taq/Pwo-PPase-Mischung und Tricine-Ammoniak- 
Puffer 

Spur 8 30 kb Fragment mit Taq/Pwo-PPase-Mischung und Tricine-Ammoniak- 
Puffer 

Spur 10 35 kb Fragment mit Taq/Pwo-PPase-Mischung und Tricine-Ammoniak- 
Puffer 

Spur 12 40 kb Fragment mit Taq/Pwo-PPase-Mischung und Tricine-Ammoniak- 
Puffer 

Die Enzymmischung mit PPase zeigt bei alien Langen deutlich mehr PCR Produkt z 
die Enzymmischung ohne PPase. 
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Abbildung 5 

Ampltfikation eines 15 kb Fragmentes aus dem tPA-Gen aus humaner genomischer 
DNA mit Taq/Pwo-Enzymmischung (Stand der Technik) und Tris-HCl-Puffer (Stand 
5 der Technik) sowie Taq/Pwo-Enzymmischung (Stand der Technik) und Tricine-NH 3 - 
Puffer (erfindungsgemaB). 

Die Verwendung des Tricine-NH 3 -Puffer zeigt deutlich mehr PCR-Produkt in Kom- 
bination mit Taq/Pwo-Enzymmischung als die Verwendung von Tris-HCl-Puffer. 

10 

Spur 1 und 2: 1 5 kb Fragment aus tPA-Gen mit Taq/Pwo-Enzymmischung und Tris- 
HCl-Puffer 

Spur 2 und 3 : 1 5 kb Fragment aus tP A-Gen mit Taq/Pwo-Enzymmischung und 

Tricine-NHj-Puffer 



15 
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Die folgenden Beispiele verdeutlichen die Erfindung weiter: 
Beisniel 1: 

5 In den gezeigten Beispielen wurde als Taq/Pwo/PPase Enzymmischung (erfindungsge- 
mSB) die thermostabilen Polyinerasen von Therraus aquaticus (Taq) und Pyrococcus 
woesii (Pwo) sowie die thermostabile PPase von Thermus thermophilus verwendet. Das 
Mischungsverhaltnis der beiden Polymerasen war 10 : 1 (Taq : Pwo) nach Aktivitat 
(Units) Das Mischungsverhaltnis Polymerasen zu PPase war 3,6 : 1 nach Aktivitat 

10 (Units). Eine typische Enzymmischung war 3,5 U Taq Polymerase + 0,3 U Pwo Poly- 
merase + 1 U PPase pro ul. Die Enzymmischung wurde in Lagerpuffer (20 mM 
Tris/HCl, pH 7,5 (20°C), 100 mM KC1, 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 0,5% Tween20, 
0,5% Nonidet P40, 50% Glycerin) bei -20°C gelagert. 

1 5 Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde im 50 ul Volumen durchgefuhrt. Die 
Reaktionsbedingungen ftir die Enzymmischung war wie folgt: 

PCR-Puffer: 7,5 mM (NH^SOu 50 mM Tricine/ NHj(20°C) 

DMSO 2%, 0,5% Tween 20; 50 mM Mercapto- 
20 ethanol pH 9,0 

MgCl 2 2 » 35 ^ 

Enzymmischung 2,6 U (0,75 ul) 

dN jp 500 uM (jeweils) 

Primer forward 300 nM 

25 Primer reverse 300 nM 

Als Template wurde 250 ng genomische DNA (human) verwendet . 
Folgende Primerpaare und Bedingungen wurden verwendet: 

30 1 ) Beta-Globin Primer 1 + 2 (23 kb) 

2) tPA-Primer 1 + 2 (24 kb) 

3) tPA Primer 1 + 3 (27 kb) 

4) Beta-Globin Primer 3 + 2 (28,3 kb) 

5) Beta-Globin Primer 1 + 4 (29,9 kb) 
35 6) Beta-Globin Primer 1 + 5 ( 3 1 kb) 

7) Beta-Globin Primer 6 + 2 (3 5 kb) 
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Der PCR Ansatz wurde iibcr zwei Mastermixe hergestellt: 



Komponente 


Volumen 


Endkonzentration in der 






PCR 


Mastermix 1 






Steriles bidest.H->0 


bis zu 25 |il 




1 0 mM dATP 


2,5 ul 


500 uM dATP 


lOmMdCTP 


2,5 ul 


500 uM dCTP 


lOmM dGTP 


2,5 ul 


500 uM dGTP 


lOmMdTTP 


2,5 ul 


500 uM dTTP 


downstream primer 


x ul 


400 nM downstream primer 


upstream primer 


X |il 


400 nM upstream primer 


template DNA 


x ul 


250 ng genomische DNA 


Mastermix 2: 






Steriles bidest. H 2 0 


bis zu 25 ul 




5 x Puffer 


10 ul 


1 x 


Enzymmix 


0,75 pi 


2,6 units 



Kurz vor Zyklusbeginn auf Eis Mastermix 1 (25nl) und Mastermix 2 (25jil) zusammen 
5 pipettieren. Gut mischen (es muB gewShrleistet sein, daB die Komponenten gut durch- 
mischt sind) und Reaktionsansatz mit 30 jil MineralQl bedecken. 

Die Amplifikationen wurden in einem Perkin Elmer GenAmp 9600 Thermocycler mit 
folgendem Cycleprogramm durchgefiihrt: 



10 

1 x Denaturierung fur 2 Min. bei 92°C 

Denaturierung fur 10 Sek. bei 92°C 

lOx Annealing fiir 30 Sek. bei 65 °C 

15 Elongation fur 15 - 25 Min.* bei 68°C 

Denaturierung fur 10 Sek. bei 92°C 

20x Annealing fiir 30 Sek. bei 60°C 

Elongation fur 15 - 25 Min.* bei 68°C + Cycle 
20 Verlangerung fiir 20 Sek. fur jeden weiteren Cycle 

lx 7Min.bei68°C 
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** Die Elongationszeit ist abh&ngig von der Fragmentlange. Der Zusammenhang 
zwischen Produktlange und Elongationszeit ist in der folgenden Tabeile aufgelistet. 



PCR Fragmentlanee (kb) 


20 


25 


30 


35 1 40 


45 


Elongationszeit (Minuten) 


15 


19 


22 


26 | 30 


34 



5 20 ul des erhaltenen PCR Produktes wurde auf einem 0.5%igen Agarose-Gel analysiert. 

Abb. 1 zeigt die Amplifikation von 23 kb, 24 kb, 27 kb, 28,3 kb, 29,9 kb, 31 kb und 
35 kb Fragmenten aus humaner, genoraischer DNA mit Taq/Pwo/PPase-Enzym- 
mischung (erfindungsgemSB). 

10 

Beisniel 2; 

Die Amplifikationsbedingungen waren identisch wie im Beispiel 1 . Neben der Taq/ 
1 5 Pwo/PPase Enzymmischung und des Tricine-NH 3 -Puffers wurde noch eine Taq/Pwo 
Enzymmischung mit dem Verhaltnis 10:1 nach Units und ein Tris-HCl-Puffer (50 mM 
Tris-HCl pH 9,2, 16 mM (NH^SCm, DMSO 2%, Tween 20 ? 1%, 2,25 mM MgCh) ver- 
wendet. 

20 Template DNA (human-genomische DNA) war 250 ng. Als Primer wurde Beta-Globin 
Primer 3 als forward Primer und Beta-Globin Primer 2 als reverse Primer verwendet. 

Abbildung 2 zeigt die Amplifikation eines 28,3 kb Fragments aus dem humanen beta- 
Globin Gen mit Taq/Pwo-Mischung ohne PPase (Stand der Technik) und Taq/Pwo/ 
25 PPase Mischung (erfindungsgemaB) mit Tris Puffer (Stand der Technik) und Tricine- 
NH3 Puffer (erfindungsgemSB). 

Die Enzymmischung mit PPase zeigt bei jeder Pufferbedingung deutlich mehr PCR 
Produkt als die Enzymmischung ohne PPase. Die grSBte Produktausbeute wird aber nur 
30 in der Kombination von Enzymmischung mit PPase und dem Tricine-NH3 Puffer 
erzielt. 



Beispiel 3; 

Eine Reihe von verschiedenen PCR Fragmenten wurden aus 10 ng Lambda DNA amph 
fiziert. Die Bedingungen for die PCR Reaktion sowie das Cycle Programm waren wie ii 
Beispiel I beschrieben mit folgenden Anderungen: 
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Es wurden 25 Zyklen mit folgende Primerpaare und Bedingungen verwendet: 

1 ) Lambda Primer 1 und 2 (20 kb) 

2) Lambda Primer I und 3 (25 kb) 
5 3) Lambda Primer 1 und 4 (30 kb) 

4) Lambda Primer 1 und 5 (35 kb) 

5) Lambda Primer 1 und 6 (40 kb) 

6) Lambda Primer 7 und 6 (47 kb) 

10 Abbildung 3 zeigt die Arnplifikation von 20 kb, 25 kb, 30 kb. 35 kb, 40 kb und 47 kb 
aus Lambda DNA mit Taq/Pwo/PPase-Enzymmischung (erfindungsgemafi). 

Beisniel 4: 

15 

Die Amplifikationbedingungen als auch die Zyklenbedingungen waren wie im Beispiel 
3 aufgefiihrt, mit folgenden Anderungen: 

Die Menge an Lambda DNA war 10 pg fur das 20 kb und 25 kb Fragment und 1 ng fur 
20 die anderen Beispiele. 

Die Taq/Pwo Enzymmischung sowie der dazu verwendete Tris-HCl-Puffer ist wie unter 
Beispiel 3 beschrieben. 

25 Abbildung 4 zeigt die Arnplifikation von 20 kb, 25 kb, 30 kb ; 35, kb und 40 kb Frag- 
menten aus Lambda DNA mit Taq/Pwo-Mischung ohne PPase und Tris-HCl-Puffer 
(Stand der Technik) und Taq/Pwo/PPase Mischung und Tricine-NH 3 Puffer (erfindungs- 
gemafl) unter Verwendung von limitierender Menge an Lambda DNA. 

30 Die Enzymmischung mit PPase zeigt bei alien Langen deutlich mehr PCR Produkt als 
die Enzymmischung ohne PPase. 



Beispiel 5: 

35 

Die Amplifikationsbedingungen entsprechen den in Beispiel 1 (Tricine-Puffer) und 
Beispiel 2 (Taq/Pwo-Enzymmischung und Tris-Puffer) beschriebenen. Als Template- 
DNA (human genomische DNA) wurden 50 ng eingesetzt. Als Primer wurden TPA- 
Primer 4 (forward) und tPA Primer 5 (reverse) eingesetzt; die Annealing-Temperatur 
40 betrug 63°C; die Elongationszeit war 10 Minuten. Es wurden 30 Zyklen durchgefiihrt. 



WO 97/37038 



16 



PCT/EP97/01494 



Abbildung 5 zeigt, daB die Verwendung des Tricine-NH 3 -Puffer deutlich mehr PCR- 
Produkt in Kombination mit Taq/Pwo-Enzymmischung als die Verwendung von Tris- 
HCl-Puffer ergibt. 

5 SEQ.IDNO:17 

tPA Primer 4: 5'-CCT TCA CTG TCT GCC TAA CTC CTT CGT GTG TTC C-3' 



SEQ. ID NO : 18 

tPA Primer 5: 5'-ACT GTG CTT CCT GAC CCA TGG GAG AAG CGC CTT C-3' 
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SEQUENZPROTOKOLL 



( 1 ) ALLGEMEINE ANGABEN: 

5 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 

(B) STRASSE: Sandhofer Str. 116 

(C) ORT: Mannheim 

10 (E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: D-68305 

(G) TELEFON: 0621/759-3277 

(H) TELEFAX: 0621/759-4457 

15 (ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Verfahren zur spezifischen Verviel- 

faltigung von langen Nukleinsauren durch die PCR 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 16 

20 (iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRDGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1 .30B (EPA) 

25 

(v) DATEN DER PRIORITATSANMELDUNG: 
ANMELDENUMMER: 



30 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

35 (C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

40 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1 : 
CCTTCACTGTCTGCCTAACTCCTTCGTGTGTTC 34 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3 1 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
TGTCTCCAGCACACAGCATGTTGTCGGTGAC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
CAAAGTCATGCGGCCATCGTTCAGACACACC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
CACAAGGGCTACTGGTTGGCGATT 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
(A) LANGE: 22 Basenpaare 

5 (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

0 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
AGCTTCCCAACGTGATCGCCTT 22 



15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
(A) LANGE: 24 Basenpaare 

20 (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
25 (A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
CACTTGTTTAGGCCTTAGCGGGCT 24 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
35 (A) LANGE: 22 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

40 (ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

45 TGCTGCTCTGTGCATCCGAGTG 22 
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(2) ANGABEN ZU SEQIDNO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

TGAGACTTTTGTCCCAGCAGGTGT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

CCTTCACCATGTCCCTGCAAAGAC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
CTGATGAGTTCGTGTCCGTACAACTGGCGTAATC 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
(A) LANGE: 34 Basenpaare 

5 (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: other nucleic acid 
10 (A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1 1 : 
GTGCACCATGCAACATGAATAACAGTGGGTTATC 34 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
20 (A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

25 (ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

30 GAAACCATGCAGGAGATTAACACTCTGCTGATCG 34 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 3 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
35 (A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

40 (ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

45 GAAAGTTATCGCTAGTCAGTGGCCTGAAGAGACG 34 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

ATTATGTCGGTGATACTTCGTCGCTGTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
TAATGCAAACTACGCGCCCTCGTATCACAT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 
CGGTTTAAGGCGTTTCCGTTCTTCTTCGTC 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
(A) LANGE: 34 Basenpaare 

5 (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
10 (A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

CCTTCACTGTCTGCCTAACTCCTTCGTGTGTTCC 34 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
20 (A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

25 (ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

30 ACTGTGCTTCCTGACCCATGGGAGAAGCGCCTTC 34 
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Patentanspruche 



1 . Verfahren zur spezifischen Vervielfaltigung von ein- oder doppelstrangigen DNA- 
5 Fragmenten in Gegenwart mindestens eines geeigneten Primer-Paares, einer zwi- 

schen pH 8,8 und 9,2 puffernden Substanz, sSmtlicher fiir die DNA-Kettenver- 
langerung erforderlichen Nukleotide (dNTPs) und einer Enzymmischung, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Enzymmischung aus einer thermophilen DN A-Poly- 
merase mit proofreading-AktivitaU einer thermophilen DNA-Polymerase ohne 
l o proofreading- Aktivitat und einer thermostabilen Pyrophosphatase besteht und 

nach gegebenenfalls stattgefundenem Denaturierungsschritt, der Elongations- 
schritt zwischen 10 und 35 Minuten bei 66 - 70°C durchgefuhrt wird. 

2. Verfahren gemSfl Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB ein- oder doppel- 
15 strangige DNA-Fragmente, die langer als 20 kb sind, amplifiziert werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB als puffernde 
Substanz Tricine-Ammoniak verwendet wird und Ammoniumsulfat verwendet 
wird. 

20 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafl der Tricine-Ammoniak- 
Puffer in einer Konzentration von 5-100 mM und Ammoniumsulfat in einer 
Konzentration von 5-20 mM vorliegt. 

25 5. Verfahren nach Anspruch 1 , 2, 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Enzym- 
mischung eine DNA-Polymerase ohne proofreading-Aktivitat im OberschuB auf- 
weist. 

6. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
30 daB die thermostabile Pyrophosphatase in einem Verhaltnis von ca. 0,5 - 0,1 Ein- 

heiten zu ca. 1 Einheit der gesamten Polymeraseaktivitat vorliegt. 

7. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Enzymmischung eine DNA-Polymerase erhaltlich aus Pvrococcus woesii, 

35 eine DNA-Polymerase erhSltlich aus Thermus aquaticus und eine Pyrophospha- 

tase erhaltlich aus Thermus thermophilus aufweist, wobei die Gesamtenzymakti- 
vitat ca. 0,5 U bis 5,0 U in der Reaktionsmischung betrSgt. 

8. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
40 daB Magnesiumionen in einem Konzentrationsbereich von 0,5 bis 5,0 mM zu- 

gegen sind. 
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9. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspriiche. dadurch gekennzeichnet. 
daB Magnesiumionen in einem Konzentrationsbereich von ca. 1 .5 bis 3.0 raM 
zugegen sind und/oder die Konzentration der einzelnen dNTPs jeweils tiber 

200 uM betragt. 

5 

1 0. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspriiche. dadurch gekennzeichnet, 
daB ungefahr 5 bis 1 0 mM Ammoniumsulfat in der Reaktionsmischung, die einen 
Ausgangs-pH-Wert von ca. 9,0 aufweist, vorhanden sind. 

10 11. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Elongationstemperatur ca. 68°C betragt. 

Enzymmischung bestehend aus einer thermophilen DNA-Polymerase mit proof- 
reading-Aktivitat und einer thermophilen DNA-Polymerase ohne proofreading- 
Aktivitat im Verhaltnis 1:10 sowie einer Mischung dieser Polymerasen zur 
Pyrophosphatase erhaltlich aus Thermus thermop hilic im Verhaltnis 3,5 : 1 wobei 
die Konzentration der Enzyme so angelegt ist, daB sie 0,5 bis 5,0 Einheiten/Volu- 
men Reaktionsmischung betragt und die Reaktionsmischung einen Tricine-Am- 
moniak-Puffer sowie ein Ammoniumsalz enthait. 



12. 



1 3 . Enzymmischung nach Anspruch 1 2, dadurch gekennzeichnet, daB eine DNA- 
Polymerase aus erhaltlich Pvrococcus woesii. eine DNA-Polymerase erhaltlich aus 
Thermus aquaticus und eine Pyrophosphatase erhaltlich aus Thermus thermn. 

philus sowie Magnesiumionen in einer Konzentration von 0,5 bis 5,0 mM enthal- 
25 ten sind. 

1 4. Verwendung der Enzymmischung gemaB Anspruch 1 2 oder 1 3 zur Vervielfalti- 
gung langer DNA-Fragmente und/oder Markierung von DNA-Fragmenten mit 
modifizierten Nukleotiden. 
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1 5 . Verwendung gemaB Anspruch 1 2 oder 1 3 dadurch gekennzeichnet, daB DNA- 
Fragmente langer als 20 kb erzielbar sind. 

1 6. Verwendung einer Mischung, die einen Tricine-Ammoniak-Puffer in einer Kon- 
zentration von ca. 5-100 mM, Ammoniumsulfat in einer Konzentration von ca 
5,0 - 25 mM, von ca. 2 - 4% DMSO, ca. 0,05 - 0,5% TWEEN 20 und Mercapto- 
ethanol in einer Konzentration von ca. 10 mM aufweist, zur Amplifiziening von 
DNA-Fragmenten. 
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